说明书摘要


本发明公开了一种苍山贝母小鳞茎诱导组培快速繁育方法，包括如下步骤：（1）选取生长健壮无病虫害的苍山贝母植株，取其新鲜鳞茎；对其清洗、灭菌后备用；（2）将灭菌后的鳞茎无菌接种于愈伤组织诱导培养基中，于温度20～25℃、光照为1500～2500Lx下进行弱光培养30～45天得到愈伤组织；（3）将愈伤组织接入增殖扩繁培养基上，于温度20～25℃、光照为1500～2500Lx下进行增殖培养；（4）将愈伤组织接入小鳞茎诱导培养基中，于温度25～30℃、光照为1500～2500Lx下进行弱光培养20～40天得到小鳞茎。本发明解决了野生苍山贝母种子萌发对环境条件要求苛刻，组培育苗分化诱导小苗畸形率高、生根诱导难，移栽成活率低的问题。
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一种苍山贝母小鳞茎诱导组培快速繁育方法，其特征在于，包括如下步骤：

筛选较苍山贝母组织培养适宜的外植体；

对外植体灭菌；

将苍山贝母在上述步骤（2）处理过的外植体进行无菌接种、培养的步骤；

对多组苍山贝母培养的正交试验，在不同浓度6-BA、NAA、光照、温度条件，诱导出愈伤组织同时筛选出最佳的愈伤组织诱导培养配方；

将上述步骤（4）的愈伤组织接种到增殖扩繁培养基，进行增殖扩繁培养；

增殖扩繁培养得到的愈伤组织接种到小鳞茎诱导培养基，诱导小鳞茎。

根据权利要求1所述的一种苍山贝母小鳞茎诱导组培快速繁育方法，其特征在于：在步骤（1）中，苍山贝母鳞茎外植体处理为0.1% HgCl2灭菌10-30min。

根据权利要求1所述的一种苍山贝母小鳞茎诱导组培快速繁育方法，其特征在于：在步骤(4)中，苍山贝母鳞茎在培养基MS+6-BA 1.0-2.0mg/L+NAA0.1-1.0mg/L+蔗糖30g/L+琼脂5g/L。

根据权利要求1所述的一种苍山贝母小鳞茎诱导组培快速繁育方法，其特征在于：在步骤（5）中，所述继代培养基是MS+6-BA 1.5-2.5mg/L+NAA 1.00-2.0mg/L+蔗糖30g/L+琼脂5g/L。
根据权利要求1所述的一种苍山贝母小鳞茎诱导组培快速繁育方法，其特征在于：所述小鳞茎诱导培养基为苍山贝母小鳞茎诱导的最佳培养基为 1/2 MS + NAA 0.5-1.5mg/L + 复合维生素B 0.5-2.0mg/L+蔗糖30g/L+琼脂5g/L。
根据权利要求1所述的一种苍山贝母小鳞茎诱导组培快速繁育方法，其特征在于：步骤3-步骤5中接种移栽过程均在无菌条件下进行。

一种苍山贝母小鳞茎诱导组培快速繁育方法
技术领域
本本发明属于植物组织培养技术领域，具体涉及一种苍山贝母小鳞茎诱导组培快速繁育方法。
背景技术
由于近年来野生资源的急剧下降，为应对当前苍山贝母大量开采导致的濒危灭绝的情况，改善苍山贝母的生产量远远无法满足当前市场的大量需求的困境，缓解苍山贝母生产和生态平衡之间的冲突，顺应可持续发展的要求。

苍山贝母组培快繁技术大大缩短了育种周期，其应用可以减轻对野生资源的过度依赖，从而更好地保护苍山贝母的野生资源；缓解苍山贝母资源紧缺问题；不仅可以保持原种药材的特性，而且还可以有效地提高其生物碱含量；防止假冒替代品的现象；充分有效地利用苍山贝母资源；还能通过组培快繁技术实现产业化、规模化、工厂化，更好地造福于人类。

发明内容
本发明提供一种苍山贝母小鳞茎诱导组培快速繁育方法，能够有效的解决上述背景中存在的技术问题。

为了实现上述目的，本发明提供如下技术方案：

一种苍山贝母小鳞茎诱导组培快速繁育方法，包括如下步骤：

（1）筛选苍山贝母组织培养较适宜的外植体；

（2）对外植体灭菌；

（3）将苍山贝母在上述步骤（2）处理过的外植体上进行接种、培养的步骤；

（4）对多组苍山贝母培养的正交试验，在不同浓度6-BA、NAA、光照、温度条件，诱导出愈伤组织同时筛选出最佳的愈伤组织诱导培养配方；

（5）将上述步骤（4）的愈伤组织接种到增殖扩繁培养基，进行增殖扩繁培养；

（6）在增殖扩繁培养得到的愈伤组织接种到小鳞茎诱导培养基，进行小鳞茎诱导。

优选地，在步骤（1）中，苍山贝母鳞茎外植体处理为0.1% Hgcl2灭菌10-30min。优选地，在步骤(4)中，苍山贝母鳞茎在培养基MS+6-BA 1.0-2.0mg/L+NAA 0.1-1.0mg/L+蔗糖30g/L+琼脂5g/L进行愈伤组织诱导。

优选地，在步骤（5）中，所述继代培养基是MS+6-BA 1.50-2.5mg/L+NAA 1.00-2.0mg/L+蔗糖30g/L+琼脂5g/L"。
优选地，所述生根培养基为苍山贝母继代分化幼苗的最佳生根培养基为 1/2 MS + NAA 0.5-1.5mg/L + 复合维生素B 0.5-2.0mg/L+蔗糖30g/L+琼脂5g/L"。
优选地，步骤3-步骤5中接种移栽过程均在无菌条件下进行。

本发明的有益效果在于：

本方法生长速度较快，并且能获得最佳的培养接种效果，育苗率高，对苍山贝母的培育育苗率高，生产操作性更强。

附图说明

图1为本发明提供的初代愈伤组织诱导图。
图2为本发明提供的继代增殖分化图。

图3为本发明提供的小鳞茎诱导培养图

具体实施方式

     苍山贝母组培快繁研究的主要价值有：①药用价值：具有清热润肺、化痰止咳、散结消肿的功效。因其性甘寒润肺而入肺经，故不仅能清肺热，同时也能润肺燥，为化痰止咳要药，故治咳嗽有痰者，无论痰热咳嗽、燥痰咳嗽、风热咳嗽及肺虚久咳，均可应用。此外，本药还能散结消痈，常用于治疗疮痈、乳痈、肺痈等症。

②生态效益：通过组培快繁可以减少人们对野生苍山贝母资源的采挖量，保护其野生资源，挽救该濒危物种。

③经济价值：因苍山贝母较高的药用价值，市场需求量较大，加上野生资源稀缺，导致其经济价值逐年上涨。

④社会效益：因苍山贝母生长条件苛刻，通过组织培养育苗和野生抚育栽培可以为周边村民带来不少的经济收入，可成为云南省高海拔地区脱贫项目的优选。
本发明提供了一种苍山贝母小鳞茎诱导组培快速繁育方法，包括如下步骤：

一种苍山贝母小鳞茎诱导组培快速繁育方法，包括如下步骤：

（1）筛选较苍山贝母组织培养适宜的外植体；本试验采用：叶片、茎段、鳞茎等不同材料为外植体。

（2）对外植体灭菌；

将新鲜采集回来苍山贝母鳞茎用洗涤剂水清洗干净，切成1—1.5cm大小的小块后放入超声洗涤机中加入肥皂水和5d吐温-80 浸泡30min，后在自来水下冲洗2.5h；

前期外植体消毒完成后将外植体放入灭菌结束后的超净台中，用75%的酒精，5天吐温-80浸润消毒30s,无菌水漂洗1次，再分别按照下表的试验设计方案筛选较适宜苍山贝母组织培养外植体灭菌时间。

	       时间

处理 
	A
	B
	C
	D
	E
	F
	G
	I

	①10%NaClO
	5
	7.5
	10
	12.5
	15
	20
	25
	30

	②10%H2O2
	5
	7.5
	10
	12.5
	15
	20
	25
	30

	③0.1% Hgcl2
	5
	7.5
	10
	12.5
	15
	20
	25
	30


表1灭菌时间筛选表
将苍山贝母在上述步骤（2）处理过的外植体上进行接种、培养的步骤；

    将灭菌后的苍山贝母外植体放在无菌滤纸上，吸干外植体表面的水分，切除伤口表面被破坏的组织，约0.1—0.2mm，将外植体切成小块（段）共9块分别标号，将外植体的形态学下端插入到培养基内，接种后置于相应的环境条件下培养。

对多组苍山贝母培养的正交实验，以MS为基础培养，采用正交试验设计，筛选不同浓度6-BA、NAA、温度、光照对苍山贝母愈伤组织诱导的影响，正交表头设计如表2、表3所示
表2 正交试验设计表头
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      因素

水平  
	6-BA(mg/L)
	NAA(mg/L)
	光照
	温度（℃）

	1
	0.0
	0.0
	红光
	15

	2
	1.0
	0.5
	白光
	20

	3
	2.0
	1.0
	暗培养
	25


将上述组织9块组织进行正交实验

表3正交试验处理表
	试验号
	因素

	
	6-BA

(mg/L)
	NAA

(mg/L)
	光照
	温度（℃）

	C1
	0.0
	0.0
	红光
	15

	C2
	0.0
	0.5
	白光
	20

	C3
	0.0
	1.0
	暗培养
	25

	C4
	1.0
	0.0
	白光
	25

	C5
	1.0
	0.5
	暗培养
	15

	C6
	1.0
	1.0
	红光
	20

	C7
	2.0
	0.0
	暗培养
	20

	C8
	2.0
	0.5
	红光
	25

	C9
	2.0
	1.0
	白光
	15


将上述步骤（4）的愈伤组织接种到继代增殖扩繁培养基进行增殖培养，具体培养基配方如表4；

	表4 增殖扩繁培养基筛选表编号
	6-BA(mg/L)
	NAA(mg/L)

	J1
	0.50
	0.5

	J2
	1.00
	0.5

	J3
	1.50
	0.5

	J4
	2.00
	0.5

	J5
	0.50
	1.00

	J6
	1.00
	1.00

	J7
	1.50
	1.00

	J8
	2.00
	1.00


将增殖扩繁培养得到的愈伤组织无菌接种到小鳞茎诱导培养基诱导小鳞茎。配制如下表的生根培养基，将继代培养的幼苗接入小鳞茎诱导培养基中。

表5  小鳞茎诱导培养基配方筛选表
	编号
	基础培养基
	NAA(mg/L)
	复合维生素B(mg/L)

	S1
	MS
	0.20
	1.00

	S2
	MS
	0.50
	2.00

	S3
	MS
	0.80
	3.00

	S4
	1/2MS
	0.20
	3.00

	S5
	1/2MS
	0.50
	1.00

	S6
	1/2MS
	0.80
	2.00

	S7
	1/4MS
	0.20
	2.00

	S8
	1/4MS
	0.50
	3.00

	S9
	1/4MS
	0.80
	1.00


在步骤（1）中，苍山贝母鳞茎外植体处理的最佳方法为0.1% HgCl2灭菌10-30min。

在步骤（4）中，所述正交实验的初代培养基为MS+6-BA 1.0-2.0mg/L+NAA0.1-1.0mg/L +蔗糖30g/L+琼脂5g/L，所述光照为红光、白光、暗培养三种方式，所述温度为15℃、20℃、25℃，上述三种条件进行组合。

优选地，在步骤（5）中，所述继代培养基是MS+6-BA 1.50-2.5mg/L+NAA 1.00-2.0mg/L +蔗糖30g/L+琼脂5g/L。
优选地，所述生根培养基为苍山贝母继代分化幼苗的最佳生根培养基为 1/2 MS + NAA 0.5-1.5mg/L + 复合维生素B 0.5-2.0mg/L +蔗糖30g/L+琼脂5g/L"。
优选地，步骤3-步骤5中接种移栽过程均在无菌条件下进行。

下面结合实验来论述上述最优实施例

不同消毒方法对苍山贝母鳞茎外植体的消毒影响
本试验采用75%酒精和10%次氯酸钠、10%过氧化氢、0.1%升汞对苍山贝母外植体进行不同时间的表面处理，筛选合适的灭菌剂，最终获得较好的外植体灭菌方法。

由于选取的外植体细胞较幼嫩，对消毒剂的抵御力较低，用升汞长时间除菌后的外植体在培养过程中易出现褐化、死亡的现象。 不同消毒方法对苍山贝母鳞茎外植体的消毒影响，可从表六看出，外植体接种后观察发现苍山贝母鳞茎外植体在接种之后10天，外植体开始出现污染并慢慢死亡或接种之后25天才会出现污染并出现死亡现象。

从试验结果可以看出3%NaClO和10%H2O2对苍山贝母鳞茎外植体的灭菌效果不理想，外植体的死亡率过高，而0.1%Hgcl2对苍山贝母外植体的灭菌效果较理想,相同灭菌时间下，0.1%Hgcl2污染率最低。

不同激素配比对鳞茎愈伤组织诱导的影响
    不同激素配比对鳞茎愈伤组织诱导效果不一，为比较6—BA和NAA对苍山贝母愈伤组织诱导的效果，将苍山贝母鳞茎接种于6-BA和NAA不同配比的MS培养基上，经实验发现苍山贝母鳞茎在培养基MS+6-BA 1.0-2.0mg/L+NAA0.1-1.0mg/L +蔗糖30g/L+琼脂5g/L"上愈伤组织诱导率较高，最高诱导率可达为56.67%。

不同激素配比对鳞茎愈伤组织增殖分化的影响
选择苍山贝母鳞茎诱导出的质地较疏松，颜色为黄绿色愈伤组织转移到不同浓度激素组合的愈伤组织增殖扩繁培养基中，培养20-45天后便可观察到在愈伤组织明显增加。观察发现NAA和6-BA都可以促进苍山贝母鳞茎愈伤组织的生长。可以从数据中看出，随着NAA和6-BA浓度的逐渐增加，不定芽的增殖倍数也在不同程度上增加，但当NAA和6-BA浓度较低或较高时，贝母鳞茎愈伤组织分化率明显下降。可见，植物激素能促进诱导贝母鳞茎生长，但是使用浓度应适宜。最适于苍山贝母愈伤组织增殖的培养基是MS+6-BA 1.5-2.5mg/L+NAA 1.0-2.0mg/L+蔗糖30g/L+琼脂5g/L，增殖率可高达60%。
表8不同激素配比对鳞茎愈伤组织增殖分化的影响
	编号
	因素
	分化率/%

	
	6—BA(mg/L)
	NAA(mg/L)
	

	J1
	0.50
	0.5
	15.00

	J2
	1.00
	0.5
	55.00

	J3
	1.50
	0.5
	25.00

	J4
	2.00
	0.5
	40.00

	J5
	0.50
	1.00
	30.00

	J6
	1.00
	1.00
	25.00

	J7
	1.50
	1.00
	60.00

	J8
	2.00
	1.00
	45.00


小鳞茎诱导培养
    将愈伤组织接种到不同激素浓度组合的小鳞茎诱导培养基上，大约30-60天后长出小鳞茎，小鳞茎诱导率最高的是1/2 MS培养基，其次是 1/4 MS培养基。

在配方1/2 MS + NAA 0.5-1.5mg/L + 复合维生素B0.5-2.0mg/L+蔗糖30g/L+琼脂5g/L 下，小鳞茎诱导数最多且能快速生长。
    如图1-3所示，在诱导小鳞茎形成的同时，也有“针形叶”和“鸡舌头”状叶片形成，但这两种分化无需进行生根诱导后才能移栽，且移栽成活率低。故在生产上建议诱导小鳞茎形成，在适生环境中炼苗后直接移栽。

以上所述，仅为本发明较佳的具体实施方式，但本发明的保护范围并不局限于此，任何熟悉本技术领域的技术人员在本发明披露的技术范围内，根据本发明的技术方案及其发明构思加以等同替换或改变，都应涵盖在本发明的保护范围之内。
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图1愈伤组织
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